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POLYMERES SOLUBLES DE GLUCOSE BRANCHES ET LEUR 
PROCEDE D'OBTENTION 



L' invention a pour objet des polymferes solubles de 

5 glucose branches ne contenant substantiellement pas de 
liaisons P glucosidiques, qui presentent des teneurs 
particulieres en liaisons glucosidiques a-1,6, une 
reiuarquable stabilite en solution, exprimee par leur faible 
tendance a la retrogradation, une faible viscosite et des 

10 masses moleculaires elevees. 

L' invention concerne egalement un precede de 
fabrication desdits polymeres solubles de glucose branches. 
Elle vise encore des compositions comprenant de tels 
polymeres solubles de glucose branches qu'il est possible 

15 d'utiliser dans les industries alimentaires . 

Au sens de 1' invention, les polymeres solubles de 
glucose branches ne contenant substantiellement pas de 
liaisons p glucosidiques s' entendent de polymeres de 
glucose lie en a-1,4 et presentant de nombreux points de 

20 ramification (encore appeles points de branchement) en 
a-1/6, et moins de 1 % de branchement en P, c'est-a-dire en 
|3-1,2, p-1,3, p-1,4 ou p-1,6. 

Les polymeres du glucose classiquement accessibles 
industriellement sont notamment issus des amidons naturels 

25 ou hybrides et de leurs derives- Generalement, I'.amidon est 
constitue de deux polymeres, I'amylose et 1' amylopectine . 
L'amylose est la fraction renfermant des homopolymeres 
lineaires de glucose lies en a-1,4 et quelques points de 
branchement en a-1,6. L' amylopectine est quant ^ elle la 

30 fraction ramifiee, constitute de chaines lineaires de 



glucose en a- 1,4 reliees a d'autres chalnes lin^aires de 
glucose en a-1,4 par des points de ramification en a-1/6. 

L' association de ces deux homopolymeres, empaquetes 
sous la forme de granules d' ami don tres bien structures, 
5 const itue la reserve de source carbonee de la plante. 

L'amidon produit dans chaque plante est constitue 
d'un pourcentage variable en chacun de ses constituants 
amylose et amylopectine, voire meme d'une . distribution 
particuliere des poids moleculaires de chacun desdits 
10 homopolymeres de glucose • Ce qui explique la raison pour 
laquelle les divers amidons et leurs derives sont 
habitue llement classes en fonction de leur origine 
botanicjue.- 

Les propriet6s fonctionnelles des amidons et de leurs 
15 d6riv6s sont en outre directement .fonction de .leur contenu 
en amylose et amylopectine. Ainsi, lorsque -^1' on i Chauf f e une 
suspension d'amidon au del^ de la temperature de 
gelatinisation, le granule d' amidon gonfle, et 1' amylose se 
soliibilise pref 6rentiellement . Cependant, lors du 
20 ref roidissement de la suspension, les homopolymeres de 
glucose retrogradent , rapidement pour 1' amylose (quelques 
heures) , et de maniere plus lente pour 1' amylopectine 
(quelques jours) . 

Or, les specialistes du domaine de 1' utilisation des 
25 amidons et des derives de l'amidon en Industrie alimentaire 
s'accordent a dire que ce phenomene de retrogradation 
affecte la texture des aliments, et en diminue la duree de 
vie. 

II est connu de rendre plus acceptables ces produits, 
30 en les preparant ^ partir de produits amylac6s riches en 
amylopectine, et done par exemple a partir des varietes 
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waxy. Cependant, la stabilite des gels et Hants obtenus a 
partir desdits produits ainylac6s riches en amylopectine 
n'est pas suffisante pour les besoins des industries 
aliiaentaires, oti il est parfois necessaire d' avoir une 
5 duree de stockage de plusieurs mois. 

Une premiere solution consiste a stabiliser les 
homopolymeres de glucose, et ce grace a des agents 
chimiques. Cette operation est la plupart du temps 
effectuee par la mise en oeuvre de reactions 

10 d' esterif ication ou d' etherif ication. II peut s'agir 
notamment de reactions d' acetylation ou d'hydroxy- 
propylation. En outre, pour obtenir les proprietes de 
texture et de viscosite souhaitees, ces reactions sont 
souvent associees k une reaction de reticulation. 

15 Ces modifications confSrent alors des proprietes 

rh6ologiques remarquables aux amidons, les rendant plus 
resistants aux traitements mecaniques tels le cisaillement, 
ou aux milieux acides. L' acetylation ou I'hydroxy- 
propylation conferent en outre une bonne stabilite au 

20 stockage apr6s cuisson. 

Cependant, les produits ainsi obtenus presentent 
1' inconvenient d' avoir §te traitfes chimiquement, ce qui est 
souvent mal pergu par les consommateurs . 

Une seconde solution consiste a isoler I'amidon a 

25 partir de plantes dont certains genes impliques dans la 
biosynthese de I'amidon ont ete alteres, ce qui confere aux 
amidons ainsi modifies des proprietes particulieres . 

II peut s'agir de varietes mutantes ou hybrides, 
af f ectees au niveau des genes waxy (wx) , amylose extender 

30 (ae)/ dull (du) , opaque (o) shrunken (sh) / brittle (bt) , ou 
sugary (su) ... 
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Le brevet 4.7 67.849 decrit ainsi I'amidon extrait 
d'une variete de mals homozygote pour le genotype 
waxy/ shrunken- 1, qui confere aux amidons granulaires ainsi 
obtenus des proprietes de stabilite a la retrogradation en 
5 cycles de congelation/decongelation (classiquement appel§s 
cycles de gel/degel) equivalents aux amidons modifies 
chimiquement . Cependaiit/ ces varietes obtenues par 
croisement entre deux vari6t6s de gfenotype waxy et shrunken 
ne presentent qu'une teneur en amidon comprise entre 1 et 

10 20 % de la teneur en amidon normalement synth^tisee par les 
vari6tes dites de type sauvage. 

II peut s'agir egalement de plantes genetiquement 
modifiees/^ obtenues par modification ciblee d'un gene ou 
d' un ensemble de genes codant pour des enzymes; intervenant 

15 dans la,-'^ bisos^nthdsew de.^ IVamidQn. Les^,» strategies 
d' extinction. ou_dC*amplification g^ni^gue dans la pi ante, des 
gdnes" cada3afe£ipa»!Ey exemp^e^pour-vlesjf.-*enzymes^ de *deb)ranchement 
ou de brancheme-nlB^ de I'vamidon^- propres a * la plante, ou 
d' origins - exdgd^e, tels les genes de biosynthdse du 

20 glycogens des bactferies, ont 6te abondamment decrites. 

Cependant, force est de constater, comme dans le cas 
des plantes mutantes ou hybrides, que si les amidons ainsi 
modifies presentent des proprietes §quivalentes aux amidons 
modifies chimiquement, les teneurs en amidon des plantes 

25 ainsi obtenues sont loin d'etre industriellement 
satisf aisantes • 

Une premiere alternative a ces proced6s consiste i 
utiliser des enzymes de type a-amylase, p-amylase, 
pullulanase, iso-amylase pour modifier in vitro les amidons 

30 natifs afin de leur conferer certaines des proprietes des 
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amidons modifies chimiquement . II n'y a done normalement 
plus de probl^ities lies aux quantites mises en oeuvre. 

La demande de brevet EP 539.910 decrit ainsi un 
procede de preparation de granules d' ami don modifie par un 
traitement a I'a-amylase, pour obtenir des produits de 
moindre viscosite. Cependant, ce procede ne vise qu'^ 
alterer la structure du granule d'amidon, sans en modifier 
profond^ment les constituants . 

Le brevet EP 574.721 decrit la preparation d' un 
produit amylace a haute teneur en amylopectine stable, en 
n'utilisant pas de traitement chimique proprement dit, mais 
en effectuant une reaction d'hydrolyse controlee a la 
p-amylase sur un amidon granulaire natif- 

Le produit ainsi prepare prfesente alors une absence 
de synerdse et de modification de viscosite dans le temps, 
et est stable au gel/d6gel. Cependant, ce procede necessite 
une etape de traitement thermique prealable, a une 
temperature comprise entre 65 et 75**C, pour gelatiniser 
1' amidon avant de r§aliser I'hydrolyse enzymatique 
proprement dite. De plus, il est surtout necessaire de 
controler le taux d'hydrolyse pour le limiter a une valeur 
comprise entre 5 et 20 %. 

Enfin, si ces composes presentent une grande 
stabilite au gel/degel qui leur permet d'etre 
avantageusement utilises dans des preparations destinees a 
etre sterilis6es ou surgelees, aucune modification de la 
viscosite desdits composes n' est constatee, ce qui en 
limite les applications, 

Une autre alternative aux procedfes yisant a modifier 
chimiquement les amidons natifs, ou a extraire des amidons 
natifs poss6dant des propri6t§s d' amidons modifies k partir 
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de plantes mutantes/ hybrides ou genetiquement modifiees, 
consiste a introduire in vitro de nouveaux points de 
branchement dans I'amidon. 

II s'agit alors de conduire un reiuaniement des 

5 chalnes d' ainylopectine ou d'amylose, plutot que- de mettre 
en oeuvre des reactions de stabilisation et/ou de 
reticulation comme indique precedemment . 

Deux techniques sont habitue llement raises en oeuvre. 
La premiere utilise des moyens thermiques, la seconde des 

10 enzymes purifiees de biosynthese du glycogene et/ou de 
I'amidon/ telles les enzymes de branchement du glycogene ou 
de I'amidon, responsables respectivement de la synthase des 
points de ramification en a-1,6 du glycogene, ou des 
points de ramification en a-1,6 de . 1' amylopectine et des 

15 quelques points jide.>iDraachemenitMe ,;l' amylose ir 

La demande w.de *brevet WO^ 95/22562 decrit par exemple 
des dextrines'-^de^type amiHci©nr caracterisees par-^leur poids 
moleculaire comprisjte en-tre 15.10^ et lO"' daltons, et un 
degre de branchement compris entre 2 et 8 %, obtenues par 

20 le traitement, en conditions acides (acide 
orthophosphorique ^ 0,17 % en poids d' amidon) et a une 
temperature comprise entre 110 k 140^C pendant de 1 a 15 h, 
d' amidon granulaire natif, notamment de la fecule de pomme 
de terre. 

25 La composition ainsi obtenue est destinee aux 

sportifs comme appor-t energefeique apr^s un ef fort^ phrysi que. 
Cependant, ce - traitement est long et tr6s lourd va mettre en 
oeuvre/ efc il condui-t a des polym^res de- ■ glucose qui 
renferment, outre une teneur elevee en liaisons a-1,6 (de 

30 preference comprise entre 3 et 7 %), de nouveaux types de 
liaisons qui n' existent pas normalement dans 1' amidon 
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natif. Les analyses par resonance magnetique nucleaire 
(RMN) revelent en effet des liaisons de type p-1,4, p-1/6, 
et des liaisons a autres qu'en a-1/4 et en a-1,6. 

De tout ce qui precede, il resulte qu' il y a done un 
besoin non satisfait de disposer, d' une part, de polymeres 
de glucose pr^sentant des proprietes remarquables, 
notamment en terme de stability, de viscosite, de 
solubilite, et conferant par la meide aux produits qui les 
contiennent des capacites plus grandes de dur6es de vie et 
de digestibilite, et d' autre part, de les obtenir sans 
utiliser de techniques chimiques ou physiques, ni d' avoir 
recours a des extractions a partir de plantes mutantes ou 
genetiquement modifiees. 

La societe Demanderesse a eu le merite de concilier 
tous ces objectifs reputes jusqu'alors dif f icilement 
conciliables en imaginant et elaborant, au prix de 
nombreuses recherches, de nouveaux types de produits > a 
savoir de nouveaux polymeres solubles de glucose branches 
ne contenant substantiellement pas de liaisons p 
glucosidiques • 

Les polymeres solubles de glucose branches ne 
contenant substantiellement pas de liaisons p glucosidiques 
conformes a 1' invention sont ainsi caracterises par le fait 
qu'ils possedent entre 4 et 6,5 % de liaisons glucosidiques 
a-1,6, une tendance tres faible ou nulle k la 
retrogradation en solution aqueuse, deteirmin^e selon un 
test A, une viscosite determinee selon un test B comprise 
entre 200 et 5.000 cP, et un poids moleculaire compris 
entre 10^ et 5.10® daltons. 

La teneur en liaisons glucosidiques a-1,6 des 
polymeres solubles de glucose branches conformes a 




8 

1' invention, determinee par analyse RMN du proton, est de 4 
a 6,5 %/ exprimee en nombre de liaisons a-1,6 par rapport 
au nombre total de liaisons glucosidiques a-1,4 et a-1,6 
des dits polym6res solubles de glucose branches. 
5 Cette teneur en liaisons glucosidiques a-1,6, confere 

a tout polym^re soluble de glucose conforme a 1' invention 
une structure particuliere, en termes de degre de 
ramification et/ou de longueurs de chalnes ramifiees en 
regard de I'amidon ou du derive d'amidon dont il est issu. 
10 Les longueurs des chalnes lineaires branchees sont 

determines par toute methode connue en soi par I'honune du 
metier, par analyse en chromatographic liquide haute 
performance (HPLC) apres debqranchement a 1' iso^amylase des 
polymeres 'Solubles, de , glucose, par exemple en suivant la 
15 techniqife^ deveipppee par ^ SAiNDERjS^* eb al • dans Cereal 
Chemistry, 199'0r;; 67>, 594-602. 

Les po^lymeres sd'tublesv'^de *glucose= branches conformes 
a l^inven^tianft^^^preS'e'Hten1s-^ u maj or i te -rde chalnes de degre 
de polymerisation (D. P.) 1 a 5, alors que 1' amylopectine 
20 standard presente au contraire une majorite de chalnes de 
D.P- 6, D.P.7 et D.P. 8, avec tres peu de D.P. 1 a D.P. 5. 

Ce resultat traduit egalement une remarquable 
redistribution des longueurs de chalnes glucosidiques, par 
rapport aux amidons et derives d' ami don standards et 
25 modifies. En effet, il est communement admis dans I'etat de 
la technique que la redistribution de** longueur de chalnes 
obtenue par Inaction d' enzymes de branchement purifiees sur 
de 1' amy lopee tine se- traduit plut6t en?* moiyeane par un 
transfert de chalnes de D.P. 5 k D.P. 10, avec un transfert 
30 plus particulier de chalnes de D.P. 7., ou de chalnes de 
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D-P. superieur a 10, en fonction des enzymes de branchement 
consid6r6es . 

Les polymeres solubles de glucose branches conformes 
a 1' invention presentent egalement une f aible tendance a la 

5 retrogradation en solution aqueuse, determinfee selon un 
test A, Ce test consiste ^ etablir 1' aptitude a la 
retrogradation d'un produit donne au cours de cycles 
repetes de gel/d§gel. La retrogradation observee du 
produit, et 1' enthalpie de destructuration du produit qui a 

10 pu retrograder, determinee par Analyse Caloriin§trique 
Dif ferentielle, renseignent done sur la stabilite du 
produit considere . 

Le test A consiste plus precisement a effectuer une 
preparation aqueuse du produit a tester a 40 % de matiere 

15 seche- On effectue differents prelevements dans des 
creusets hermetiquement clos • L' ensemble des creusets est 
porte pendant 15 min a une temperature de 100 **C pour 
rfealiser la gelatinisation ou la mise en solution, et on 
soumet ensuite ces creusets k un traitement de cycles de 

20 gel/degelr chacun des cycles consistant a amener et 
maintenir ladite preparation pendant 15 min k une 
temperature de -20*^0, puis a une temperature de 20*^0 et a 
la maintenir ensuite pendant 1 h 30 a cette temperature. 

Une analyse calorimetrique dif ferentielle est ensuite 

25 realisee a chaque cycle, sur equipement PERKIN ELMER, pour 
la determination de 1' enthalpie de destructuration du 
produit qui a pu alors retrograder. 

La stabilite aux cycles de gel/degel s'apprecie done 
en premier lieu par le nombre de cycle de gel/degel au dela 

30 duquel on peut r^aliser cette mesure de la valeur 



d' enthalpie requise pour destructurer le gel d' amidon qui a 
alors retrograde. 

Les polymeres solubles de glucose conformes a 
1' invention soumis a ces cycles repetes de gel/degel 
5 presentent, de maniere surprenante et inatt endue,, une 
« f aible tendance k la retrogradation », c' est-^-dire ici 
une absence partielle, voire. totale de retrogradation selon 
le test A et en fonction de leur teneur en liaisons 
glucosidiques a-1,6. 

10 C'est ainsi que les polymeres solubles de glucose 

conformes a 1' invention qui presentent une teneur en 
liaisons glucosidiques a-1/6 comprise entre 4 et 5 %, ne 
commencent a retrograder signif icativemen4: qu^ au* dela du 
huitieme cycle de gel/degel, en* presentant une f aible 

15 valeur d'enthalpie de retrogradation, comme il sera 
exemplifie ci-apr^s. 

Oi^< les qualif ie'*' de - polymS-res solubles - de glucose 
branches presentant^ une - « tr6s ' f aible tendance h la 
retrogradation » ^ 

20 Quant aux polymeres solxables de glucose conformes ^ 

1' invention qui presentent une teneur en liaisons 
glucosidiques a-1,6 comprise entre 5 et 6,5 %, aucune 
retrogradation de la solution n'est constatee meme apres 12 
cycles de gel/degel, ce qui explique pourquoi aucune 

25 enthalpie de destructuration ne peut etre etablie- 

II est particulierement surprenant que- les polymeres 
solubles de glucose conformes a 1' invention/ puissent 
presenter une- telle stabilite.- En effefe, les- mesures 
effectuees avec le test A, sur les amidons waxy et les 

30 amidons waxy reticules et acetylSs, (tels ceux prepares en 
suivant les enseignements du brevet US 2.928.828) 



r^trogradent entre le quatrieiue et le sixieiae cycle de 
gel/d6gel/ comme il sera montre dans I'exemple 2. 

II n'existe done pas, la connaissance de la soci6t6 
Demanderesse, de polymeres solubles de glucose qui 
5 presentent une telle stability. 

Cette propriete destine tout naturellement les 
polymeres solubles de glucose branches conformes a 
1' invention a des compositions utilisables en Industrie 
alimentaire, qui presentent alors des stabilites elevees au 
10 stockage, 

Un autre avantage de 1' invention est de permettre 
I'obtention d' un produit fini, utilisable par exemple comme 
liant instantane dans des produits refrig6res ou surgeles. 

La socifete Demanderesse a en outre trouve que les 
15 polymdres solubles de glucose branches conformes a 
1' invention presentent des profils rh6ologiques tout a fait 
particuliers, 

L' analyse de viscosite des polymeres solubles de 
glucose branches conformes a 1' invention est realisee grace 
20 k un test B mis au point par la societe Demanderesse pour 
cette gamme particuliere de produits solubles. 

II ne s'agit pas en effet ici de produits granulaires 
tels qu' habituellement decrits et analyses dans I'etat de 
la technique, mais de polymeres solubles de glucose 
25 branches qui presentent de maniere surprenante et 
inattendue une remarquable solubilite dans I'eau froide. 

Le test B consiste a preparer tout d' abord le produit 
a analyser par precipitation a I'ethanol, sechage sous vide 
puis broyage au mprtier, et enfin tamisage sur tamis de 
30 maille 125 ym. Une masse de 4,4 g du produit sec a analyser 
ainsi obtenu est alors introduite, avec 6,75 g de glycerol 



12 

a 98 % de purete, dans le bol d'un Rapid Visco Analyser 
(RVA - NewPort Scientific), et I'ensemble est soigneusement 
homogeneise a I'aide d'une raicro-spatule • 

Une quantite d' eau demineralis^e est ensuite ajoutee, 
5 afin d'obtenir une masse finale de 28 g. L' ensemble est 
alors immSdiatement agite. Le profil d' analyse temps / 
temperature et vitesse dans le RVA est alors realise comme 
suit, L' echantillon est agit6 k 100 rpm k une temperature 
de 25'*C durant 5 s, puis a 500 rpm pendant 25 s. 

10 L' agitation est alors maintenue a 160 rpm durant le reste 
du profil. La temperature initiale de 25 est maintenue 
durant 10 min, puis elle est augment^e a 90*^0 en 8 min. 
Cette temperature de 90''C est ensuite maintenue 3 min, 
diminuee a 30**C en 8 min, puis maintenue a cette valeur de 

15 SO^'C durant 5 min. 

La viscosite retenue est la viscosite mesuree en 
centipoises (cP) en fin de profil d' analyse, a 34 min. 

Les polymeres solubles de glucose branches conformes 
a 1' invention presentent alors une viscosite comprise entre 

20 200 et 5.000 cP. 

Plus particulierement, les polymeres solubles de 
glucose branches qui ont une teneur en liaisons 
glucosidiques a-1,6 de I'ordre de 4 a 5 % presentent 
generalement une viscosite comprise entre 1.000 et 

25 5.000 cP. 

Quant aux polymeres solubles de glucose branches 
conformes a 1' invention qui presentent une teneur en 
liaisons glucosidiques a-1,6 comprise entre 5 et 6,5 %, 
les valeurs de viscosite determinees selon le test B sont 
30 generalement comprises entre 200 et 1.000 cP. 
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Ce resultat traduit non seulement une diminution 
relative tout a fait remarquable de la viscosite des 
solutions prfeparees, mais surtout la possibilite d'acceder 
a une gamme de produits dont la viscosite peut-etre 

5 controlee- En comparaison, la valeur de la viscosite de 
I'amidon waxy de mals et mesure dans ces conditions est 
superieure ci 5.500 cP. 

La soci6t6 Demanderesse a egalement trouve que ces 
valeurs de viscosite des polym^res soliables de glucose 

10 branches conformes a 1' invention sont du m§me ordre de 
grandeur que les valeurs de viscosite, determinees en 
suivant le meme test B, des amidons waxy fluidifies. 

Cependant, des analyses complementaires de mesure de 
viscosity effectuees apres sept jours de stockage a 4''C, 

15 ont permis de laettre en evidence, de maniere surprenante et 
inattendue, une remarquable stabilite de la viscosite des 
polymeres solubles de glucose branches / contrairement 
auxdits amidons waxy fluidifies de m§me viscosity, comme il 
sera exemplifi6 ci-apr^s. 

20 Ces produits peuvent done etre par exemple 

avantageusement utilises pour la fabrication de 
preparations alimentaires liquides instantanees, et surtout 
peuvent permettre d' assurer le stockage de longue duree a 
basse temperature . 

25 Les polymeres solubles de glucose branches conformes 

a 1' invention presentent enfin un poids moleculaire compris 
entre 10^ et 5,10® daltons. Le poids moleculaire et sa 
distribution peuvent etre determines en chromatographie de 
gel filtration par toute methode connue en soi par I'homme 

30 du metier, les temps de retention etant determines par 
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rapport a des amidons standards ayant des poids 
moleculaires connus • 

Ces valeurs de poids moliedulaire's elevees^traduisent 
egalement I'interet que presentent ces polymeres solubles 
5 de glucose branches, car il n'existe pas, a la connaissance 
de la societe Demanderesse/ de polymeres de glucose de haut 
poids moleculaire equivalent, meme stabilises et/ou 
reticules, qui presentent simultanement une telle teneur en 
liaisons glucosidiques a-1,6, une si grande stabilite en 
10 solution et un tel comportement de viscosite. 

Pour preparer les polymeres solubles de glucose 
branches conformes a 1' invention, on realise la succession 
des etapes suivantes --qui consists en ce que I'on : 

a. soumet uiie suspension aqueus^e d'^iamidon ou de derive 
15 d' amidon-d'une ^matiere s6che au moins -egale-^d 2 % **en poids, 
de preference . de - 2 ^ a 5 %^en ^ poidsy a une . temperature 
superieurew^ a IBOSL'C;" de preference , comprise entre 140 et 
ISCC, sous une pression de -^plus de 3, 5 bars, de jpref erence 
comprise entre 4 a 5 bars pendant au moins 2 minutes, de 
20 preference pendant 2 a 5 minutes, 

b- traite I'amidon ainsi obtenu avec 500 a 2.000 
unites d' enzyme de branchement purifiee a une temperature 
comprise entre 25 et 40''C, de preference a une temperature 
de SO^'C pendant une duree de 10 min k 20 heures, 
25 c. recueille les polymSres solubles de glucose 

branches ainsi obtenus . 

L'amidon est introduit en solution aqueuse a une 
madder e seGhe^'*de^pLus^-de»*2 % *en^ poidsijs.- det^prfeM^^ de 2 i 

5 % en poids . 

30 Le choix d'une origine, ou d'une qualite d' amidon ou 

de ses derives particuliers, ne revet qu'une importance 
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relative, mais il peut etre avantageusement choisi un 
amidon extrait d'une variete waxy. La societe Demanderesse 
a en effet trouve que les polymeres solubles de glucose 
branches conformes a 1' invention sont plus aisement 

5 synthetisables a partir d' amidons ou de leurs d6riv6S/ qui 
presentent d6ja un taux de branchement sup^rieur a 2 % 
(teneur en liaisons a-1, 6 glucosidiques classiquement 
decrite pour I'amylose) . De preference, on choisit de 
modifier enzymatiquement un amidon de mais waxy. 

10 Cette suspension d' amidon ou de derives d' amidon est 

soumise ensuite a un traitement par cuisson particulier, 
qui consiste a la traiter a une temperature superieure a 
130**C, de preference comprise entre 140 et 150**C, sous une 
pression de plus de 3,5 bars, de preference comprise entre 

15 4 a 5 bars pendant au moins 2 minutes, de preference 
pendant 2 a 5 minutes. Ce traitement est realise 
avantageusement dans un cuiseur tubulaire a double 
enveloppe chauf f e par f luide thermique, .§quipement qu' il 
est aise A I'homme du metier de se procurer. 

20 La deuxi^me etape du procede conforme k 1' invention 

consiste a traiter 1' amidon ainsi obtenu avec de 500 k 
2.000 unites d' enzyme de branchement purifiee A une 
temperature comprise entre 25 et 40''C, de pr6f6rence a une 
temperature de 30 "^C pendant une duree de 10 min a 20 

25 heures . 

Les enzymes de branchement sont choisies dans le 
groupe constitue des enzymes de branchement du glycogene et 
des enzymes de branchement de 1' amidon. Plus 
preferentiellement, on choisit les enzymes de branchement 
30 de 1' amidon, et plus preferentiellement. encore les enzymes 
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de brancheitient de I'amidon d'algue unicellulaire/ et par 
example celles de I'algue verte Chi amydomona s relnhardtii . 

L'isolement des dites enzymes de branchement de 
I'amidon d' algue unicellulaire peut etre effeetue par tout 
5 moyen connu en soi par I'homme du metier. La. societe 
Demanderesse recommande cependant de mettre en oeuvre le 
precede de preparation d^crit dans la demande de brevet 
frangais deposee sous le n** 98/12051, dont elle est 
titulaire. 

10 L'accSs aux enzymes purifiees peut etre realise a 

partir du melange d' enzymes d' algue ainsi obtenu, en 
mettant en oeuvre directement des technicjues de separation 
chromatographique en elles-memes connues, ou par 
1' utilisat-ion des techniques de I'ADN recombinant . 

15 II peut etre*, ^en effet avantageux^ de pre^erer isoler 

et exprimer les genes i codant pour les enzymes de 
branchement d^ I'amidon d' algue-^ unicellulaire dans un 
micro-organisme^ plus facilement manipulabXe-* que les algues 
unicellulaires*,^ 

20 La technique, connue en soi par I'homme du metier, 

consiste alors par exemple k : 

- produire des anticorps polyclonaux specif iques de chacune 
des enzymes de branchement de I'amidon d' algue 
pr6alablement purifiee, 

25 - cribler, avec lesdits anticorps specif iques, une banque 
d' expression d'ADN genomique de. I'algue-.- unicellulaire 
consid6r§e, 

- isoler les fragments d'ADN a partir des clones* de ladite 
banque d' expression d' ADN* genomique qui ont reag.i avee I'un 

30 et/ou 1' autre des anticorps polyclonaux specif iques. 
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- introduire lesdits fragments d'ADN correspondants aux 
g^nes codant pour les enzymes de branchement de I'amidon 
d'algue unicellulaire dans des bact6ries permettant leur 
expression. 

5 Les enzymes de branchement de I'amidon d'algue 

produites par ce proc§d6 sont dites des enzymes de 
branchement recombinantes, puisque en provenance d'une 
algue unicellulaire, puis transferees g6n6tiquement et 
exprimees dans un micro-organisme d'une autre espece, en 
10 1' occurrence ici une bact^rie. 

Pour preparer les polymeres solubles de glucose 
branches conformes a 1' invention, on fait done agir 
avantageusement une enzyme de branchement de I'amidon 
d'algue purifiee recombinante sur une colle d' amidon de 
IS mals waxy prepare selon I'etape a) dudit precede. 

La derniere etape du precede conforme k 1' invention 
consiste done a collecter les polymeres solubles de glucose 
branches ainsi obtenus. 

Les produits sont pr6cipit6s par 3 voltimes d'6thanol, 
20 purifies et seches sous vide pendant 24 heures. 

D'autres caract§ristiques et avantages de 1' invention 
apparaitront a la lecture des exemples non limitatifs 
decrits ci-dessous 

25 Exemple 1 

La preparation des polymeres solubles de glucose 
branches s'effectue comme suit. On prepare une suspension 
d' amidon de mals waxy d'une teneur en matiere s^che de 
2,5 % en poids . On traite ensuite cette suspension dans un 

30 cuiseur tubulaire a double enveloppe chauffe par fluide 
thermique de laboratoire, a une temperature de 145**C, sous 
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une pression de 4 bars. Le debit d' alimentation est de 
40 ml/min, pour un temps de sejour dans ledit cuiseur de 
3 minutes. 

1,5 litres de cette preparation sont refroidis cl 
temperature ambiante et places dans un milieu tamponne a 
pH 7 par du. tampon Tris HGl 0,1 M final pour un volume 
total de 3,750 litres. On ajoute 19 ml (1.100 U/mg, 
activite mesuree par la methode de dosage a la 
phosphorylase A connue en soi par I'homme du metier) d'une 
solution d' enzymes de branchement de I'amidon recombinantes 
de I'algue Chlamydomonas reinhardtil pr6alablement 
purifiees, et on laisse agir a 30**C pendant 30 min pour 
obtenir des polymeres solubles- de glucose branches 
conformes a .1' invention presen4:ant une teneur en liaisons 
glucosidiq^e^s^ a^l, 6 * de^^ 4,3 % -4^ (prpdwi.t. AU, et pendant 
2 heures,- pour.voblbenAr de»s^^.pQl.ymea^es ^ solubibes ? de glucose 
branohes*> conf drmes ^a ^1 ' inve.n>tion, preaenfean^t ^ une - teneur en 
liaisons*^ gliUco.si^d±:qu^s ol^J.7JS # de^ 6 - % ^ (produit : B) . Chacun 
des produits est ensuite pr§cipite a I'ethanol, f litre, 
rinc§ et seche sous vide pendant 24 heures. 

Exemple 2 

La determination de la stabilite des polymeres 
solubles de glucose branches conformes a 1' invention est 
realisee par la mesure de I'enthadpie de d^s^feructuration du 
produit retrograde, si produit retrograde il y a, par 
Analyse 'Caioxvrm&terique. Dif f erentielle, au^ cours - de cycles 
reputes de gel/degel. 

Deux polymeres solubles de glucose branches conformes 
^ 1' invention, pr§sentant respectivement une teneur en 
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liaisons glucosidiques a-1, 6 de I'ordre de 4,3 % (produit 
A) et de I'ordre de 6 % (produit B) sont prepares comme 
indique dans I'exemple 1. analyse est egalement effectuee 
sur deux autres echantillons : de I'amidon de mals waxy 

5 (produit C) et un ami don waxy reticule et acetyl6, 
presentant un indice d'acetyle de 1,8 (produit D) . 

Comme indique dans le test A, on constitue une 
preparation aqueuse de chacun des 4 6chantillons ^ 40 % de 
matiere seche places dans un ensemble de creusets 

10 hermetiquement clos, et on chauffe pendant 15 min a lOO^'C 
dans un four DSC4 de PERKIN ELMER. On realise pour chaque 
creuset de 2, 4, 6, 8, 10 ou 12 cycles successifs de 
gel/degel en suivant le protocole suiyant : 15 min k -22 ""C, 
puis lh30 a 20''C. Une mesure de I'enthalpie de 

15 r6trogradation est effectu6e sur chaque creuset en le 
plagant dans le calorim^tre differentiel PERKIN ELMER. 

Le tableau I suivant presente les mesures d' enthalpie 
de retrogradation determin6es pour chacun des 4 produits 
testes au cours de 12 cycles successifs de gel/degel. 

20 

Tableau I. Determination des enthalpies de retrogradation au 
cours des 12 cycles de gel/d6gel, exprim^es en J/g de preparation. 



PRODUITS 


Cycle 2 


Cycle 4 


Cycle 6 


Cycle 8 


Cycle 12 


A 


0 


0 


0 


0 


0,2 


B 


0 


0 


0 


0 


0 


C 


0 


0 


0,4 


1 


2,2 


D 


0 


0,10 


0,35 


0,6 


1,75 



Les polymeres soliables de glucose branches pr^sentent 
done une remarquable stabilite, m§iae aprfes 12 cycles de 
gel/d§gel. Si I'amidon waxy (produit C) et I'amidon waxy 
r6ticul§ et ac^tyle (produit D) commencent k r6trograder a 
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partir du 4^""^ cycle de gel/degel, il n' en est pas de merae 
pour chacun des polymeres solubles de glucose branches 
conformes a 1' invention prepares a partir dudit amidon 
waxy. Le procede enzyioa-tique mis en oeuvre pour modifier 
5 les amidons^^et d6riv6s d' amidon permet done de leur assurer 
une excellente stability, bien superieure en- 1' 6tat aux 
amidons waxy stabilises et/ou reticules. 

Exemple 3 

10 La caracterisation rheologique des polymeres solubles 

de glucose branches est realisee a I'aide d'un Rapid Visco 
Analyser (RVA) . 

Les produits conformes a 1' invention presentant une 
remarquable ^^^.solubilite dans I'eau froide. II a done ete 

15 n6cessatre*.de mettre au point une methode de determination 
de viseosit§ prppre- a ..ce ..type . de produit . Comme indique 
dans-de -tested Bvii«4,4 g 4du produit sec . a tester sont melanges 
avec du glyeerolL efe de I'eau, pour attei-ndre une masse 
finale de 28 g. 

20 Les produits analyses sont d'une part, les produits 

A, B et C decrits dans 1' exemple 2 et deux autres produits 
E et Fr correspondants a des amidons de mals waxy 
fluidifies a deux niveaux de f luidif ication (valeur 
appreciee par la mesure classique de la fluidite dans 

25 I'eau, i.e. 1' indice de « water fluidity » ou WF) , obtenus 
par traitement en conditions ac4des connues- en- soi par 
I'homme du metier, le produit F presentant un WF de 50, et 
le produit G, un^jssWF de -65. 

Le profil d' analyse temps / temperature et vitesse 

30 dans le RVA est alors realise comme suit. L' echantillon est 
agite a 100 rpm a une temperature de 25^C durant 5 s, puis 
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a 500 rpm pendant 25 s. L' agitation est alors maintenue a 
160 rpm durant le reste du profil. 

La temperature initiale de 2 5 est maintenue durant 
10 min, puis elle es.t augmentee ^ 90^*0 en 8 min. Cette 
5 temperature de 90 ®C est ensuite maintenue 3 min, diminuee a 
30®C en 8 min, puis maintenue a cette valeur de 30°C durant 
5 min, Le tableau II suivant presente les resultats de 
viscosite pour les produits A, B, C, E et exprimSs en 
centipoises . 

10 

Tableau II. Determination des viscosites en fin de profil 
temps/temperature et vitesse en RVA des produits A, C, E et 

exprim6es en centi-Poises (cP) 



PRODUITS 


Viscosite 34 lain 


A 


1600 


B 


750 


C 


6060 


E 


1140 


F 


660 
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Les polymeres solubles de glucose branches conformes 
a 1' invention presentent encore une certaine viscosite, 
mais reinarquablement plus faible que celle du temoin amidon 
waxy (C) . 

20 On remarque que ces valeurs de viscosite sont du meme 

ordre de grandeur que les amidons waxy fluidifies. 

Une etude complement aire est realisee par mesure de 
la viscosite apres stockage durant 7 jours a 4''C. 

Cette etude permet de caracteriser la stabilite des 
25 colles ainsi fabriquees dans le temps et de determiner en 
quoi les polymeres solxibles de glucose branches conformes a 
1' invention different des amidons waxy fluidifies . 
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On realise le stockage des bols du RVA contenant 
chacun des cinq produits a 4 ^'C. 

La viscosite est ensuite a nouveau determinee par le 
RVA. Le profil d' analyse temps / temperature et vitesse est 
5 alors caracterise par une vitesse et une - temperature 
maintenues respectivement a 160 et 30**C pendant 20 min. 

La viscosite retenue est la viscosite moyenne mesuree 
en cP entre 15 et 20 min, 

Le tableau III suivant presente les resultats de 
10 viscosite obtenus apres 7 jours de stockage a 4 des 
produits A, C, E et F. 

Tableau III. Determination des viscosit^s des produits apres 
stockage pendant 7 jours a 4**C/ exprimees en cP. 

15 



PRODJ^tlTS 


Viscosity apr^s 




7 jours a 4 *C 


A 


2500 


B 


850 


C 


8650 


E 


Gel*-blanc, dur, . f erme* 


F 


Gel blanc, dux, fenae* 



* : viscosity non mesurable- 

Les resultats montrent clairement que les polyitieres 
20 solubles de glucose branches conformes a 1' invention 
presentent une viscosite remarquablement stable meme apres 
un stockage a 4'^C. Cette faible viscosite peut done etre 
mise a profit avantageusement p©>\5i^^ de>s«- preparations 
alimentaires ^ qui- necessiten^ que IMngreeULent amylace qui 
25 les composent soit de faible viscosite (telles que les 
preparations licjuides instantanees) et qui demandent a etre 




stockees pendant une longue periode de temps 
temperatures. 
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REVENDICATIONS 
1. Polymeres solubles de glucose branches ne 
contenant substantiellement pas de liaisons P 
glucosidiques, caract^rises par le fait qu' ils possedent : 
5 - entre 4 et 6, 5 % de liaisons glucosidiques a-1, 6, 

une tendance tr^s faible ou. nulle a la 
retrogradation en solution aqueuse, determinee selon un 
test A. 

- une viscosite, determinee selon un test B, comprise 
10 entre 200 et 5,000 cP, 

~ un poids moleculaire compris entre 10^ et 5.10® 
da 1 tons. 

2. Polymeres solubles de glucose branches selon la 
revendication 1, caracterises par le fait qu' ils 

15 pr6sentent : 

- entre 4 et 5 % de liaisons glucosidiques a-l/6r 

- une tr^s faible tendance a- la rfetrogradation, 
determinee .selon le test A, 

- une viscosit6/ determinee selon le test B, comprise 
20 entre 1.000 et 5.000 cP. 

3. Polymeres solubles de glucose branches selon la 
revendication 2, caracterises par le fait qu' ils presentent 
de I'ordre de 4,3 % de liaisons glucosidiques a-1, 6 et une 
viscosite en solution aqueuse de I'ordre de 1600 cP. 

25 4. Polymeres solubles de glucose branches selon la 

revendication 1, caracterises par le fait qu' ils 
prfesentent : 

- entre 5 et 6,5 % de liaisons glucosidiques a-1, 6, 

- une tendance nulle a la retrogradation en solution 
30 aqueuse, determinee selon le test A. 



25 

- une viscosite, determinee selon un test B, comprise 
entre 200 et 1.000 cP. 

5. Polymeres solubles de glucose branches selon la 
revendication 4, caracterises par le fait qu' ils presentent 
de I'ordre de 6 % de liaisons glucosidiques a-1,6, et une 
viscosite en solution aqueuse de I'ordre de 750 cP. 

6. Proced6 de fabrication de polymdres solubles de 
glucose branches ne contenant substantiellement pas de 
liaisons p glucosidiques conformes a I'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise par le fait que I'on : 

a. soumet une suspension aqueuse d' ami don ou de derive 
d'amidon d' une matiere seche au moins egale 2 % en poids, 
de preference de 2 a 5 % en poids, a une temperature 
sup6rieure A IBO^'C, de preference comprise entre 140 et 
150''C, sous une pression de plus de 3,5 bars, de preference 
comprise entre 4^5 bars pendant au moins 2 min, de 
preference pendant 2 a 5 min, 

b. traite I'amidon ou le d6riv6 amidon ainsi obtenu 
avec 500 a 2.000 unites d' enzyme de branchement purifiee a 
une temperature comprise entre 25 et 40^C, de preference a 
une temperature de 30^C, pendant une duree de 10 min a 20h, 

c. recueille les polymeres solubles de glucose 
branches ainsi obtenus. 

7. Procede de fabrication de polymeres solubles de 
glucose branches ne contenant substantiellement pas de 
liaisons p glucosidiques selon la revendication 6, 
caractferise par le fait que 1' enzyme de branchement est 
choisie dans le groupe constitu6 par les enzymes de 
branchement du glycogfene, les enzymes de branchement de 
I'amidon et les melanges quelconques de ces enzymes- 



# 
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8. Precede de fabrication de polymeres solubles de 
glucose branches ne contenant substantiellement pas de 
liaisons (J glucosidiques selon I'une ou 1' autre des 
revendications 6 et 7, caracterise par le fait que 1/ enzyme 
5 de branchement est extraite d'organismes et/ou^.de micro- 
organismes choisis dans le groupe constitue par les plantes 
superieures/ les levures, les bacteries et les algues 
unicellulaires/ et est de preference extraite d' algues 
unicellulaires • 

10 9. Precede de fabrication de polymeres solubles de 

glucose branches ne contenant substantiellement pas de 
liaisons (5 glucosidiques selon la revendication 8, 
caracterise par le fait que 1' enzyme- de branchement 
extraite- d' algues est obtenue par isolement a partir d'un 

15 organisme- genet iquement j^modi fie capable d'exprimer la dite 
enzyme . 

10. Compositions destinies, a §tre- utilises dans les 
industries., alimentaires, caract6risees en/ ce. qu'elles 
renferment les polymeres solubles de glucose branches selon 
20 I'une quelconque des revendications 1 ^ 5 ou susceptibles 
d'etre obtenus selon I'une des revendications 6 a 9. 



